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Quand les cellules iNKT partent
au charbon : nouvelles pistes

thérapeutiques
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> Les cellules tueuses naturelles (NK,
natural killer) exprimant un récepteur
des cellules T (TCR) semi-invariant sont
nommées cellules iNKT (pour invariant
natural killer T). Ce sont des cellules de
’immunité adaptative reconnaissant des
antigenes lipidiques bactériens conser-
vés et exprimant des marqueurs spéci-
fiques des cellules tueuses naturelles [1,
2]. Les cellules présentatrices d’anti-
génes sont capables de phagocyter puis
de détruire les bactéries exprimant des
antigénes lipidiques pour les présenter
aux cellules iNKT par 'intermédiaire de la
molécule CD1d, une molécule apparentée
au complexe majeur d’histocompatibilité
de type | jouant le réle de molécule pré-
sentatrice d’antigénes [3, 4]. En réponse
a cette reconnaissance antigénique, les
cellules iNKT produisent rapidement des
cytokines et chimiokines permettant le
recrutement et I'activation de cellules
de ’immunité innée et adaptative [2,
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5]. Les cellules iNKT peuvent notamment
jouer un role important dans I’orches-
tration de la production d’anticorps par
les lymphocytes B afin de détruire les
bactéries infectieuses.

Plusieurs études ont montré le rdle
potentiel de I’alpha-galactosylcéramide
(a-GalCer), un glycolipide de synthese,
puissant agoniste du récepteur T des
cellules iNKT, dans i) I"activation de ces
cellules iNKT, ii) la mise en place du
contréle de certaines infections comme
les pneumonies a Streptococcus pneu-
moniae [5], ou iii) pour promouvoir le
développement de réponses anti-tumo-
rales et anti-dia-
bétiques [6] (=P).
Les cellules iNKT
ont également été
décrites comme jouant un réle dans

(=») Voir la Synthese
de L. Gazharian et al.,
m/s n° 8-9, aoiit-sep-
tembre 2013, page 722

I’orchestration de I'immunité adapta-
tive et la production d’anticorps par les
lymphocytes B contre la bactérie Bacillus

anthracis, 'agent de la maladie du char-
bon (ou anthrax pour les anglo-saxons)
[7, 8]. Cependant, aucune étude ne s’est
intéressée au role potentiel de I'acti-
vation des cellules iNKT par I'a-GalCer
sur la réponse cellulaire a la suite d’une
infection par B. anthracis.

Nous avons étudié 'effet de I'injection
de I'a-GalCer sur la réponse immuni-
taire mettant en jeu les cellules iNKT
[9]. €n utilisant un modéle murin d’an-
thrax cutané au niveau de I’oreille, nous
avons tout d’abord démontré que I’injec-
tion simultanée de I'oi-GalCer et de B.
anthracis bloquait la dissémination de
la bactérie dans le ganglion lymphatique
(GL) drainant I’oreille infectée. Les souris
infectées et n’ayant pas recu I’a-GalCer
présentaient une dissémination systé-
mique de la bactérie détectable dans
la rate des 24 h apres I'infection. Par
ailleurs, le traitement par I'a-GalCer des
souris infectées permettait de contenir
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Figure 1. Mécanismes d’activation des cellules iNKT par I’ at-GalCer au niveau du ganglion lym-
phatique : blocage temporaire de la dissémination systémique de Bacillus anthracis. A la suite
de Pinjection sous-cutanée simultanée de Bacillus anthracis et de I’alpha-galactosylcéramide
(0u-GalCer), ce dernier atteint le ganglion lymphatique drainant le site de Iinjection, puis est
capté par les macrophages CD169* sous-capsulaires. L'oi-GalCer est ensuite présenté par les
macrophages CD169* sous-capsulaires au niveau du récepteur CD1d. Les cellules iNKT (invariant
natural killer T) sont capables de reconnaitre le couple CD1d/ oi-GalCer, par le biais de leur TCR (T
cell receptor) semi-invariant. Cette reconnaissance conduit a I'activation des cellules iNKT qui vont
produire de Iinterférony (IFN-y). UIFN-y est primordial pour permettre la production de la chimio-
kine CCL3, qui va jouer un réle de recruteur des polynucléaires neutrophiles, spécialisés dans la
capture et "élimination de pathogeénes. Le recrutement des polynucléaires neutrophiles au niveau
des ganglions lymphatiques (GL) permet de contenir les bactéries & ce niveau et empéche leur
dissémination systémique. Ce mécanisme d’activation des cellules iNKT par Iinjection d’ o.-GalCer
protege les animaux infectés par Bacillus anthracis de fagon temporaire et permet d’envisager de

nouveaux traitements thérapeutiques dans le cas d’infection cutanée bactérienne.

la dissémination bactérienne jusqu’a
46 h post-infection. Ce contrdle de la
dissémination bactérienne s’accompa-
gnait de plus d’une survie accrue des
animaux traités par I’o.-GalCer (survie
moyenne de 48,5 h) comparée aux souris
contrdles (survie moyenne de 33,4 h).

Le blocage de la dissémination de la
bactérie au niveau du ganglion semble
€tre en partie causé par la présence des
macrophages sous-capsulaires CD1697,
localisés au niveau de la capsule des GL.
Suite a la déplétion de ces macrophages,
nous observons en effet que, en pré-
sence d’a-GalCer, la bactérie n’est plus
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retenue au niveau des GL et Iactivation
des cellules iNKT est diminuée. La pro-
duction d’interféron gamma (IFN-y) et
I’expression de CD69 par les cellules iNKT
sont également fortement diminuées
comparativement aux taux mesurés chez
les souris possédant des macrophages
CD169".

La production de cytokines par les cel-
lules iNKT est leur atout majeur pour
activer les cellules de I'immunité innée
et adaptative dans le but de contréler les
infections bactériennes et virales [1, 2].
Nous nous sommes donc intéressés aux
cytokines connues pour étre produites

par les cellules iINKT comme I’IFN-v,
PIL(interleukine)-4 et I'IL-17, ainsi qu’a
une autre cytokine, I’lL-12, produite
par les cellules dendritiques et capable
d’activer les cellules iNKT. Nous avons
injecté des anticorps bloquant spécifi-
quement I'activité de ces cytokines a des
souris sauvages, 24 h avant I'injection
de B. anthracis combinée ou non avec
I’o.-GalCer. Aprés infection, nous avons
observé la dissémination de B. anthracis
chez ces souris. Les anticorps bloquant
Pactivité de I’IL-4, PIL-17 et I’IL-12
n’ont pas modifié la diffusion de la bac-
térie au niveau du GL et aucune bactérie
n’a été trouvée au niveau de la rate.
€n revanche, injection de I"anticorps
bloquant 'activité de I’IFN-y a com-
plétement annulé I'effet protecteur de
I’a-GalCer sur la dissémination bacté-
rienne, abrogeant également I’extension
de la survie de ces souris. La production
d’IFN-y, probablement par les cellules
iNKT, est donc impliquée dans le contrdle
de la dissémination des bactéries suite a
Iinjection d’o.-GalCer et I"allongement
de la survie qui en résulte.

Nous nous sommes ensuite demandé
si ce phénomene induit par I'oi-GalCer
pouvait résulter du recrutement de cel-
lules immunitaires effectrices. Nous
avons donc recherché la présence de
certaines cellules immunitaires au sein
du GL apres infection des souris par B.
anthracis avec ou sans a-GalCer. La
présence de I’oi-GalCer augmente de
fagon tres significative le recrutement
de polynucléaires neutrophiles au sein du
GL. La déplétion de ces neutrophiles par
I’injection d’un anticorps anti-Grl (gra-
nulocyte receptor 1) inhibe I’effet pro-
tecteur de I’ol-GalCer, suggérant que le
recrutement important de neutrophiles
en réponse a I'o.-GalCer est crucial pour
la rétention des bactéries dans le GL et
I’extension de la survie des souris.

Le recrutement des neutrophiles
est généralement induit par la pro-
duction de chimiokines telles que KC
(pour kératynocyte chémoattractant,
équivalent murin de I'lL8 chez I’lhomme)
et les chimiokines ligands 2 ou 3 (CCL2
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ou CCL3). Nous avons donc mesuré 'ex-
pression de ces chimiokines au sein du
GL. Apres infection, I"expression de KC
et de CCL2 n’est pas significativement
augmentée en présence d’o-GalCer. A
I’inverse, I’expression de CCL3 est for-
tement stimulée par la présence d’o-
GalCer. L'injection d’anticorps bloquant
Pactivité de CCL3 avant Iinfection par
B. anthracis a permis de démontrer que
CCL3 est impliqué dans le recrutement
des neutrophiles au sein du GL, stimulé
par ’ct-GalCer. La production de CCL3 est
induite par le sécrétion d’IFN-y. Cepen-
dant, la source cellulaire de CCL3 n’a pas
pu étre déterminée. De plus, le blocage
de Pactivité de CCL3 abolit complete-
ment |'effet protecteur de I’a.-GalCer sur
la survie des souris. Il semble donc que
CCL3 soit impliqué dans le recrutement
des neutrophiles provoqué par I'injection
d’o-GalCer et, par conséquent, permette
I’extension de la survie des souris infec-
tées par B. anthracis.

Notre étude a permis de montrer pour la
premiere fois que I'activation exogene
des cellules iNKT par I'injection d’a-
GalCer limite I'infection par I'agent de
la maladie du charbon, de fagon tem-
poraire [9]. La production d’IFN-Yy, pro-

bablement par les cellules iNKT, induite
par la présence des macrophages CD169*
sous-capsulaires, est primordiale pour
la rétention des bactéries dans les gan-
glions lymphatiques, en présence d’o-
GalCer. U'activation des cellules iNKT est
également cruciale pour la production
de chimiokine CCL3 et le recrutement de
neutrophiles, car elle bloque la dissé-
mination des bactéries et augmente la
survie des souris infectées induite par
Iinjection d’at-GalCer.

Cette étude démontre un nouveau méca-
nisme de régulation immunitaire au sein
du GL. Uactivation exogéne des cellules
iNKT par I'ot-GalCer engendre une cascade
d’activation immunitaire impliquant un
axe macrophages CD169*/cellules iNKT/
IFN-y/CCL3/neutrophiles qui permet le
contrdle partiel d’une infection bacté-
rienne aussi virulente que celle de la mala-
die du charbon (Figure 1). La protection
apportée par I'injection de produits exo-
genes tels que I’0t-GalCer ouvre ainsi de
nouvelles perspectives immuno-thérapeu-
tiques dans le traitement des infections
bactériennes fondées sur les propriétés
immunomodulatrices des cellules iNKT. ¢
iNKT cells: potential therapeutic
targets to fight anthrax
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